结外NK/T细胞淋巴瘤，鼻型（extranodal natural killer/T-cell lymphoma, nasal-type, ENKTL）是一类高度侵袭性，具有特殊形态、免疫表型和生物学行为的非霍奇金淋巴瘤（NHL），其在亚洲多发而西方国家少见。在中国，占所有淋巴瘤的5%\~10%，发病率居T细胞淋巴瘤首位[@b1]--[@b2]。有研究证实，以吉西他滨为基础的化疗方案优于传统的以蒽环类为基础的化疗方案，可明显改善ENKTL患者的预后[@b3]--[@b5]。但仍有一部分患者出现疾病进展或短期复发。常规的预后因素如IPI评分和EB病毒（EBV）定量有各自的局限性：IPI评分用来评估早期和晚期患者预后[@b6]；EBV-DNA不是一个独立的预后因素，只是一个肿瘤负荷的标志物，且需要动态监测[@b7]--[@b8]。因此，探讨ENKTL预后相关的生物标志物具有重要意义。在前期的研究中，我们应用液相色谱串联质谱（LC-MC/MC）技术，对32例晚期ENKTL患者标本进行差异表达蛋白质筛选鉴定，发现治疗无效组有61种蛋白质表达上调，22种蛋白质表达下调，其中14-3-3ζ蛋白在无效组中表达上调明显（另文发表）。本研究旨在进一步验证其在晚期ENKTL患者中的临床意义。

病例与方法 {#s1}
==========

1．入组患者：以2011年8月至2015年12月郑州大学第一附属医院收治的46例ENKTL患者为研究对象。收集患者治疗前血清标本。所有入组患者符合以下标准：①根据2008年WHO淋巴造血系统肿瘤分类标准进行诊断；②初诊Ⅲ期或Ⅳ期；③之前没有肿瘤发生或第二肿瘤；④临床信息和随访数据完整可靠。所有患者均未进行化疗及放疗，病理诊断均由两位病理医师做出判定。收集每例入组患者临床和生物学资料，包括年龄、性别、诊断时间、EBV-DNA拷贝数、受累部位的CT或者MRI、分期、IPI评分、B症状（发热、盗汗、体重减轻）、LDH、化疗方案、治疗反应、总生存（OS）期、无进展生存（PFS）期。

2．治疗方案和疗效评价：入组患者接受DDGP方案治疗2\~8个周期，具体为：吉西他滨1 000 mg/m^2^，静脉注射，第1、8天；培门冬酶2 500 IU/m^2^，肌肉注射，第1天；顺铂25 mg/m^2^，静脉注射，第1\~4天；地塞米松12 mg/m^2^，静脉注射，第1\~5天。21 d为1个周期。

疗效评价参照修订的Cheson\'s standard标准，分为完全缓解（CR）、部分缓解（PR）、疾病稳定（SD）和疾病进展（PD）。有效组定义为初始治疗后达到CR、PR，且PFS期\>6个月。无效组定义为SD、PD或者短期缓解后6个月以内复发。

3．ELISA法检测14-3-3ζ蛋白表达水平：ELISA试剂盒购自武汉华美生物工程有限公司。严格按照试剂盒说明书进行操作。

4．随访：通过电话方式进行随访。随访截止日期为2017年6月30日。

5．统计学处理：采用SPSS 21.0软件进行统计学分析。采用ROC曲线确定14-3-3ζ浓度的阈值并评估其预测作用。OS时间定义为从开始治疗至因任何原因死亡或末次随访时间。PFS时间定义为从开始治疗至疾病进展或任何原因死亡的时间。采用Mann-Whitney *U*检验对比有效组和无效组14-3-3ζ蛋白表达水平的差异。采用Kaplan-Meier进行生存分析，Log-rank检验对比两组间的差异。采用Cox比例风险回归模型对影响患者生存的预后因素进行单因素分析。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．一般临床特征：46例患者中，男34例，女12例，中位年龄42.5（13\~76）岁。LDH升高（正常值范围为≤245 U/L）者29例（63.0%）；有B症状者19例（41.3%）；IPI评分\>2分者23例（50.0%）；EBV-DNA≥5 000拷贝/ml者24例（52.2%）。

2．14-3-3ζ蛋白表达水平对疗效的影响：中位疗程数为5（2\~8）个。根据初始治疗反应将患者分为有效组和无效组，46例患者中有效者21例（45.7%），无效者25例（54.3%）。Mann-Whitney *U*检验结果显示，无效组患者14-3-3ζ蛋白表达水平高于有效组，差异有统计学意义\[（13.160±2.424）µg/L对（4.798±1.008）µg/L，*z*=2.393，*P*=0.005\]。

应用ROC曲线确定14-3-3ζ蛋白表达水平的分界值为6.095 µg/L，敏感性为64.0%，特异性为85.7%，曲线下面积为0.707。\<6.095 µg/L者定义为低水平组（27例），≥6.095 µg/L者定义为高水平组（19例）。

3．14-3-3ζ蛋白表达水平对预后的影响：中位随访时间为15（4\~44）个月，46例患者总的2年OS率和PFS率分别为44.7%和41.1%。高水平组和低水平组的2年OS率分别为17.1%和64.9%，2年PFS率分别为15.8%和58.6%，差异均有统计学意义（*P*值均\<0.001）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。单因素分析结果显示，治疗前EBV-DNA≥5 000拷贝/ml（*P*\<0.001）和14-3-3ζ蛋白表达水平≥6.095 µg/L（*P*\<0.001）是影响患者预后的不良因素（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

![结外NK/T细胞淋巴瘤，鼻型患者不同14-3-3ζ蛋白表达水平组的总生存（A）和无进展生存（B）曲线比较](cjh-39-04-325-g001){#figure1}

###### 影响结外NK/T细胞淋巴瘤，鼻型患者生存的单因素分析

  影响因素                 总生存                  无进展生存                            
  ------------------------ ----------------------- ------------ ------------------------ ---------
  年龄\>60岁               2.036（0.603～6.875）   0.252        2.825（0.848～9.404）    0.091
  女性                     1.199（0.444～3.233）   0.720        1.470（0.554～3.904）    0.439
  LDH\>245 U/L             1.804（0.775～4.201）   0.171        1.925（0.850～4.360）    0.116
  有B症状                  0.508（0.220～1.174）   0.113        0.506（0.225～1.139）    0.100
  IPI评分\>2分             1.551（0.664～3.628）   0.311        1.409（0.624～3.182）    0.409
  EBV-DNA≥5 000拷贝/ml     8.751（3.657～20.94）   \<0.001      6.940（3.008～16.010）   \<0.001
  14-3-3ζ蛋白≥6.095 µg/L   5.480（2.204～13.62）   \<0.001      5.572（2.300～13.510）   \<0.001

注：B症状：发热、盗汗、体重减轻

讨论 {#s3}
====

14-3-3蛋白家族为在真核细胞普遍存在的高度保守的酸性分子[@b9]--[@b10]，是一个重要的细胞生长信号分子，参与细胞周期、DNA损伤、凋亡、增殖等[@b11]--[@b12]。在哺乳动物中，它包括β/α、ε、η、γ、τ/θ、ζ和σ7个亚型，14-3-3ζ被认为与细胞转化、增殖和抑制凋亡直接相关[@b13]。已有研究发现，14-3-3ζ高表达与乳腺癌、肺癌和食管癌肿瘤发生、进展及不良预后显著相关[@b14]--[@b18]。14-3-3ζ高表达与抗凋亡蛋白、抗肿瘤治疗失败有关，且可能作为一个预示肿瘤复发和治疗耐药的标志物[@b19]--[@b20]。

14-3-3ζ表达上调影响预后的机制可能参与PI3K/Akt通路引起抗凋亡有关，14-3-3ζ可以通过调控Bcl-2家族、转录因子、MAPK级联反应等产生抑制凋亡的效应[@b21]--[@b23]。14-3-3ζ在细胞质中结合和隔离磷酸化Bad（pBad），将其锚定在细胞质中不能与Bcl-2结合，达到抑制凋亡的作用[@b21]。14-3-3对Bax的活性有负调控作用，14-3-3高表达时，Bax诱导的细胞凋亡受到抑制[@b23]。

然而，有关14-3-3ζ蛋白表达在淋巴瘤中的作用研究极少，曾有研究者报道14-3-3ζ蛋白高表达可介导弥漫大B细胞淋巴瘤多药耐药[@b24]--[@b25]。但是尚未见14-3-3ζ及其他亚型在ENKTL中的相关研究结果报道。在本研究中我们发现，接受含吉西他滨的化疗方案治疗无效组ENKTL患者较治疗有效组的14-3-3ζ蛋白表达水平显著升高。单因素分析结果显示14-3-3ζ蛋白高表达是影响患者生存的不良预后因素。因此，14-3-3ζ可能成为一个新的针对DDGP方案治疗耐药ENKTL的生物标志物和治疗靶点。

综上，我们首次分析了接受含吉西他滨化疗方案的晚期ENKTL患者治疗有效组和无效组的差异表达蛋白，发现在ENKTL耐药组患者中14-3-3ζ蛋白表达上调，单因素分析结果显示治疗前血清14-3-3ζ水平升高是影响ENKTL患者生存的预后因素。
